10.A) SPEKTROFOTOMETRIE - STANOVENI MOLARNIHO ABSORPCNIHO
KOEFICIENTU

Spektrofotometrie je jednou z nejrozsifenéjSich analytickych metod, pfi niz se méti mnoZzstvi
svétla pohlcené roztokem stanovované latky. Metoda je pomérné citliva, umoziuje pracovat i
s roztoky latek o koncentraci mensi nez 10 mol.dm=. MnoZstvi svétla pohlceného roztokem,

jehoz tloust’ka vrstvy je d a koncentrace ¢, ur¢uje Lambertiiv-Beertiv zakon
[=1,.exp(—a.c.d) (10.1),

ve kterém lg je intenzita dopadajiciho svétla, T je pro§lé mnozstvi svétla roztokem a a je

absorpéni koeficient. Rovnici (10.1) je mozno psat také ve tvaru

|
logl— =—¢g.c.d (10.2).
0

Konstanta € se nazyva molarni dekadicky absorp¢ni koeficient. Pomér I/Ip, ktery miize nabyvat
hodnot od 1 do 0, se nazyva propustnost (transparence) T. Zaporny dekadicky logaritmus
propustnosti se nazyva absorbance A:

—logl/ly=A=¢.c.d=—1logT (10.3).

Hodnoty absorbance se pohybuji v intervalu od 0 do o0, ovSem pfti pozadavku dosazeni
vysoké presnosti méfeni je optimalni pracovat s roztoky, jejichZz absorbance
neprekracuje hodnotu 1. Jestlize existuje v roztoku n absorbujicich slozek, pak je

absorbance aditivni:

A= 2 & ¢;.d (10.4).

i=1
Molérni dekadicky absorpéni koeficient € je pfi dané vinové délce charakteristickou konstantou

a nezavisi na koncentraci latky. Jeho hodnota vykazuje pro danou latku charakteristicky tvar

zavislosti na vinové délce.

V nékterych ptipadech nemusi byt Lamberttiv-Beertv zakon splnén a absorbance neni linearni
funkei koncentrace. Proto pied kazdym méfenim, v némz se vychazi z Lambertova-Beerova
zékona, je nutné ovéfit jeho platnost a sestrojit kalibracni kiivku zavislosti absorbance na

koncentraci.



Ukol: Ovéfte platnost Lambertova-Beerova zikona a vypo itejte molarni absorpéni

koeficient pro tyto roztoky:

1. Bromthymolova modi (BTM), pH=9, Amax =615 nm,
2. Methyloranz, Amax = 465 nm,
3. Krystalova violet, Amax = 590 nm.

Experimentalni vybaveni: Spektrofotometr, 1 cm sklenéné kyvety, 5.10° mol.dm= roztok
krystalové violeti, 2.10* mol.dm™ roztok methyloranze, 1,2.10* mol.dm™ roztok BTM v
pufru o pH = 9, pufr o hodnoté pH = 9, pipety, odmérné baiiky o obsahu 25 cm®,

Pracovni postup: Do odmérnych banék dame postupné 0,5 az 5 cm® (po 0,5 ml) zékladniho
roztoku jednotlivych indikatord a doplnime po znacku destilovanou vodou (v pfipadé¢ BTM
pufrem o pH=9). Srovnavacim roztokem je destilovand voda (u BTM opét pufr o pH=9).

Absorbanci roztoku métime v 1 cm sklenénych kyvetach pti vinové délce Amax.

Vyhodnoceni: Naméfené hodnoty absorbance pro jednotlivé koncentrace studovanych latek
zapiSeme spoleén¢ s piislusnou hodnotou koncentrace do tabulky (Tabulka 10-1). Provedeme
linearni regresi A proti ¢, nebot’ predpokladame jeji linearni zavislost. Zjisténa smérnice je
molarni dekadicky absorp¢ni koeficient. Je-li k dispozici vhodny software, je vhodné statisticky
otestovat posunuti v pocatku; nemélo by byt vyznamné vzdalené¢ od nuly. Pokud rezidua
vykazuji trend, ptip. nedostate¢né méni znaménko, je podezieni na nespravnost piedpokladu

linearni zavislosti a tedy i platnosti Lambertova-Beerova zakona.

Tabulka 10-1 Absorbance vodného roztoku ... v zavislosti na jeji koncentraci

c (mol.dm3) | .......

A




10.B) SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI pK INDIKATORU

Acidobazické indikatory jsou vesmes organicka barviva, ktera reaguji zmeénou zabarveni na

zménu koncentrace hydroxoniovych iontti v roztoku.

Definici acidobazickych indikatori podal Kolthoff. Acidobazické indikatory jsou slabé
kyseliny nebo zasady, jejichz disociovand forma ma jiné zabarveni a strukturu nez forma

nedisociovana.

Titracni kiivka indikatoru je totozna s titracni kiivkou ostatnich kyselin a to znamena, ze
barevny pfechod neni dan bodem, ale celou oblasti pH. U "dobrych" indikatorti je tato oblast

asi 1,5 jednotky pH.

pHind pH

Obr. 0-1 zavislosti absorbance roztoku indik&toru Hind na pH

Pro indikator HInd, ktery ve vod¢ disociuje podle zjednodusené rovnice
Hing + H20 S Ind” + H3O* (0.2),
muzeme napsat termodynamickou disociacni konstantu Kning

dind~-AHz0*
KHInd = —a ] (02)
HIn

Protoze a =1y.c, plati:

Yind=-YH;0* Cind~- CH,0t
Kying = Shuligy 3 (0.3).

YHiInd CHInd



Pro velmi zfedéné roztoky je mozno s velmi malou chybou pokladat aktivitni koeficienty y za
jednotkové a termodynamickou disociacni konstanty Kning 1ze ztotoznit s hodnotou zdanlivé

(koncentra¢ni) disociaéni konstanty K'ning. Rovnici (0.3) lze potom psét ve tvaru:

Clnd~

PKuinga = pH —log (0.4).

CHind

Protoze plati, ze soucet koncentraci obou forem je konstantni cing- + CHind = CT, Z Lambertova-

Beerova zédkona a z rovnic (0.2), (0.4) vyplyva:

A'AHlnd

pKHInd=pH'10gm

" (0.5)

Zavislost absorbance na pH je znazornéna na Obr. 0-1.

Ukol: Ze spektrofotometrickych dat stanovte pK bromthymolové modie (BTM).

Experimentalni vybaveni: Spektrofotometr, 2,5.10* mol.dm™ roztok BTM, odmérné bariky
0 obsahu 25 cm®, zasobni Brittoniv-Robinsontiv roztok, 0,2 mol.dm= NaOH, kadinky, pipety,

zasobni lahve na pufry o obsahu 100 cm?®, pH-metr, sklenéné a kalomelova elektroda.

Pracovni postup: Pfipravime si sadu 100 cm?® Brittonovych-Robinsonovych pufiii o pH 3 az
10. Zikladni  Brittoniv-Robinsontiv ~ roztok  obsahuje 0,04 mol.dm= H3POys,
0,04 mol.dm= CH3COOH a 0,04 mol.dm™ HzBOs. Vlastni pufry k méfeni se ziskaji tak, ze 100
cm? tohoto roztoku smisime s x cm® 0,2 mol.dm NaOH podle tabulky (Tabulka 0-1). pH takto

pfipravenych roztokii zmétime na pH-metru. — uz bude pfipraveno

Do odmérnych banék 25 cm? si pfipravime 5 riizné koncentrovanych roztokit BTM a doplnime
po znacku pufrem pH = 7,9. Stejné pfipravime i srovnavaci roztoky, jen misto BTM dame
destilovanou vodu. Pro vSechny vzorky zmétime absorbanci pti 615 nm. Z téchto dat ovéiime

platnost Lambertova-Beerova zadkona (Gloha 10 na str. 1).

Dale do 25 cm® odmérnych banék odpipetujeme po 5 cm? zasobniho roztoku BTM a doplnime
po znacku jednotlivymi pufry. Srovnavaci roztoky ptipravime stejné€, pouze misto roztoku BTM
déame destilovanou vodu. Na spektrofotometru zmétime absorbance pfi 615 nm. Zbytek roztoki
pouzijeme ke zméfeni pH roztoku a to tak, Ze srovnavacimi roztoky oplachneme elektrody a u

roztokd, které obsahuji BTM, zmé&time pH.



Tabulka 0-1 P¥iprava Brittonovych-Robinsonovych pufri

x cm?®0,2M-NaOH pH x cm?0,2M-NaOH pH
15,0 2,56 55,0 7,24
20,0 3,29 57,5 7,54
42,5 6,09 60,0 7,96
45,0 6,37 65,0 8,69
50,0 6,80 77,5 9,91

Vyhodnoceni: Predpokladame-li, Ze nepfesnost méfeni absorbance je zanedbatelna proti

nepfesnosti, se kterou je zjisténo pH, sta¢i dosadit absorbanci pro kazdé pH (s vyjimkou

v
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smérodatnou odchylku. Zavislost A na pH znazornime také graficky.



